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Streszczenie 
Mukowiscydoza jest jednà z najcz´Êciej wyst´pujàcych chorób dziedziczonych w sposób autosomalny recesywny.
Ârednia wieku prze˝ycia pacjentów wynosi dziÊ oko∏o 30 lat. Ze wzgl´du na du˝e znaczenie spo∏eczne mukowiscy-
dozy przyk∏ada si´ ogromnà wag´ do opracowywania coraz czulszych i skuteczniejszych metod diagnozujàcych de-
fekty w genie CFTR, odpowiedzialnym za mukowiscydoz´. Zastosowanie tych metod w diagnostyce preimplantacyj-
nej zapobieg∏oby chorobie, a tak˝e nosicielstwu. 
Cel: Celem pracy by∏a konstrukcja testu diagnostycznego dla pi´ciu mutacji genu CFTR, najcz´Êciej wyst´pujàcych
w populacji polskiej, który mo˝na zastosowaç do badania pojedynczych komórek podczas diagnostyki preimplanta-
cyjnej.
Materia∏ i metody: Materia∏em wykorzystanym w badaniach by∏o 60 pojedynczych komórek – blastomerów. Kon-
trole pozytywne mutacji: delF508, R117H, G542X, R553X i dele2,3 genu CFTR uzyskano z krwi obwodowej pacjen-
tów chorych na mukowiscydoz´. Wst´pnie wykonywano reakcj´ Nested Multiplex PCR. Jej produkty pos∏u˝y∏y jako
matryca DNA do kolejnej reakcji – ASA (allele-specific amplification) PCR. Celem weryfikacji zastosowano metod´
SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism).
Wyniki: Skonstruowano test diagnostyczny na obecnoÊç mutacji delF508, R117H, G542X, R553X i dele2,3 (u ho-
mozygot). W wyniku przeprowadzenia analizy ASA PCR na obecnoÊç mutacji w genie CFTR w grupie 60 blastome-
rów wykryto mutacje delF508 (3 komórki-5%), G542X (2 komórki-3,33%) i R553X (1 komórka-1,67%). Analiza
SSCP dla mutacji delF508, R117H, G542X i R553X potwierdzi∏a wyniki reakcji ASA PCR.
Wnioski: Skonstruowany test diagnostyczny dla mutacji delF508, G542X, R553X, R117H i dele2,3 mo˝na zastoso-
waç do badania pojedynczych komórek podczas diagnostyki preimpantacyjnej.
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Wst´p
Mukowiscydoza (Cystic Fibrosis – CF) jest najcz´stszà
monogenowà chorobà genetycznà, dziedziczonà w sposób au-
tosomalny recesywny. Po raz pierwszy zosta∏a rozpoznana
w latach trzydziestych XX wieku. Jej przyczynà sà mutacje
w obr´bie genu CFTR (Cystis Fibrosis Transmembrane Con-
ductance Regulator), zlokalizowanego w chromosomie 7q22-
31 i sk∏adajàcego si´ z 27 eksonów [1, 2, 3]. 
Gen ten koduje bia∏ko CFTR, niezb´dne do transportu jo-
nów chlorkowych przez b∏ony komórek nab∏onkowych gru-
czo∏ów Êluzowych [4, 5]. Wraz z rozwojem technik diagno-
stycznych oraz sklonowaniem w 1989 roku genu CFTR [1, 2]
wzros∏a cz´stoÊç rozpoznawania choroby na poziomie genoty-
pu. Do dzisiaj uda∏o si´ odnotowaç ok. 1400 mutacji i 200 po-
limorfizmów genu CFTR [6]. Liczba ich identyfikacji stale ro-
Ênie, przedstawiajàc tym samym z∏o˝ony obraz choroby.
Znaczna cz´Êç defektów w genie CFTR to mutacje punktowe.
Wi´kszoÊç opisanych mutacji, oprócz mutacji delF508, to de-
fekty wyst´pujàce sporadycznie, a cz´stoÊç ich wyst´powania
nie przekracza 2%. Wyjàtek stanowià tu mutacje charaktery-
styczne dla danych populacji i grup etnicznych [7]. 
Ze wzgl´du na znaczenie spo∏eczne mukowiscydozy przy-
k∏ada si´ du˝à wag´ do opracowywania coraz czulszych i sku-
teczniejszych metod diagnozujàcych defekty w genie CFTR.
Jedynym pewnym potwierdzeniem klinicznego rozpoznania
mukowiscydozy jest identyfikacja mutacji na obu allelach ge-
nu CFTR. Ponadto badaniom poddawani sà wszyscy cz∏on-
kowie rodziny chorego. Badania te majà na celu analiz´ spo-
sobu dziedziczenia wadliwego genu, a ca∏à rodzin´ okreÊla si´
mianem rodziny wysokiego ryzyka genetycznego [5]. Dodat-
kowo cz∏onkom takich rodzin oferuje si´ pomoc w planowa-
niu potomstwa. Niekiedy zdarza si ,´ ˝e ma∏˝eƒstwo, które po-
siada ju˝ dziecko ze zdiagnozowanà mukowiscydozà, czy te˝
straci∏o dziecko w wyniku choroby, wr´cz uzale˝nia planowa-
nie kolejnej cià˝y od mo˝liwoÊci przeprowadzenia badania
prenatalnego bàdê preimplantacyjnego. 
Badania prenatalne w kierunku mukowiscydozy sà prze-
prowadzane w I oraz II trymestrze cià˝y [8]. W analizie mole-
kularnej u˝ywa si´ DNA pochodzàcego z komórek trofobla-
stu lub amniocytów. Badanie to nastr´cza jednak wiele wàtpli-
woÊci natury etycznej w przypadku wykrycia mutacji na obu
allelach genu CFTR, a w konsekwencji trudnej decyzji usuni´-
cia cià˝y. Alternatywà dla tego problemu jest diagnostyka pre-
implantacyjna (Preimplantation Genetic Diagnosis – PGD)
w rodzinach ryzyka. Badanie to jest po∏àczeniem zap∏odnienia
in vitro i diagnostyki molekularnej [9]. Pozwala ono na wykry-
cie chorych zarodków i podanie do macicy tylko zdrowego za-
rodka. Pojedyncze komórki zarodka – blastomery pobiera si ,´
gdy znajduje si´ on w stadium 6 lub 8 komórek. Na tym eta-
pie biopsja nie zaburza dalszego prawid∏owego rozwoju zarod-
ka. Ca∏à diagnostyk´ nale˝y przeprowadziç w ciàgu 24-48 go-
dzin. Polega ona na zastosowaniu technik PCR, które pozwa-
lajà na amplifikacj´ wybranych fragmentów genu CFTR
i identyfikacj´ badanych mutacji.
Cel pracy
Celem pracy by∏a konstrukcja testu diagnostycznego dla
pi´ciu mutacji genu CFTR (delF508, G542X, R553X,
R117H, dele2,3), który mo˝na zastosowaç do badania poje-
dynczych komórek podczas diagnostyki preimpantacyjnej
oraz przebadanie pojedynczych komórek – blastomerów po-
branych z zarodków pacjentek poddanych procedurze zap∏od-
nienia pozaustrojowego.
Materia∏ i metody
Materia∏ do badaƒ stanowi∏o DNA z 60 pojedynczych ko-
mórek – blastomerów, pobranych z nieprawid∏owych, nieroz-
wijajàcych si´ zarodków. Komórki otrzymano za zgodà pa-
cjentów, poddanych procedurze zap∏odnienia pozaustrojowe-
go w Klinice Leczenia Niep∏odnoÊci INVICTA w Gdaƒsku.
Uzyskano zgod´ Komisji Bioetycznej na przeprowadzenie 
badania.
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Abstract
Cysitic fibrosis (CF) is one of the most common autosomal recessive diseases. The median life expectancy is currently
about 30 years. Because of a considerable social meaning of CF, it is very important to create more specific and effi-
cient methods diagnosing defects in the gene CFTR that are responsible for CF. The use of these methods in preim-
plantation diagnosis could prevent the disease and also the carrier state.
Objectives: The aim of this study was to construct a diagnostic test for five CFTR gene mutations, the most fre-
quent in Polish population, which can be used to analyze single cells while preimplantation genetic diagnosis.
Material: The material used in research were 60 single cells – blastomers. The positive controls of the CFTR gene
mutations : delF508, R117H, G542X, R553X, dele2,3 were obtained from blood of patients with CF. At first Nested
Multiplex PCR reaction was performed. Its products were used as DNA template for the next reaction - ASA (allele-
specific amplification) PCR. SSCP method (Single Strand Conformation Polymorphism) was used as a verification
method.
Results: The diagnostic test for the presence of the mutations: delF508, R117H, G542X, R553X and dele2,3 (when
homozygosity) was constructed. Mutations: delF508 (3 cells – 5%), G542X (2 cells – 3,33%) and R553X (1 cell –
1,67%) were detected as a result of performing ASA PCR analysis for the presence of the CFTR gene mutations in
60 blastomers. The SSCP analysis for the mutations  delF508, R117H, G542X, R553X confirmed the results of ASA
PCR analysis.
Conclusions: The constructed diagnostic test for the mutations delF508, G542X, R553X, R117H and dele2,3 can
be used to analyze single cells during preimplantation genetic diagnosis.
Key words: dCFTR protein / Cystic Fibrosis / Preimplantation Genetic Diagnosis /
Kontrole pozytywne mutacji: delF508, R117H, G542X,
R553X i dele2,3 genu CFTR uzyskano z krwi obwodowej pa-
cjentów leczonych w Poradni Mukowiscydozy przy Szpitalu
Dzieci´cym w Gdaƒsku Oliwie.
Primery wykorzystane w niniejszej pracy zaprojektowano
przy pomocy programu Vector NTI Suite 6.0 na podstawie se-
kwencji nukleotydowej ludzkiego genu CFTR. Sekwencja ta
zosta∏a uzyskana z ogólnodost´pnej bazy danych GenBank,
w której ma przypisany numer NT007933. Primery zosta∏y za-
projektowane zgodnie z ogólnie obowiàzujàcymi zasadami
u˝ywanymi przy ich konstrukcji oraz z uwzgl´dnieniem specy-
fiki metod PCR, dla których zosta∏y zaprojektowane. D∏ugoÊç
primerów nie przekracza 23nt, a wszystkie majà zbli˝onà tem-
peratur´ przy∏àczania (oko∏o 40°C), co jest bardzo istotne
przy zastosowaniu metody amplifikacji Multiplex PCR. W ce-
lu uzyskania bardziej wiernego produktu zastosowano Nested
PCR, gdzie w pierwszym etapie stosuje si´ primery zewn´trz-
ne, a produkt tej reakcji s∏u˝y jako matryca do nast´pnych re-
akcji z u˝yciem primerów wewn´trznych. Sekwencje primerów
przedstawiono w tabeli I.
Pojedyncze komórki – blastomery zosta∏y przygotowane
przez pracowników Kliniki INVICTA (zawieszone w roztwo-
rze do lizy proteinaza K 850μg/ml, SDS 5μg/ml). Na po-
wierzchni´ nak∏adano olej mineralny i zamra˝ano w temp. 
-20°C. Tak przygotowane komórki przekazywane by∏y do Kli-
niki Endokrynologii Ginekologicznej i Leczenia Niep∏odnoÊci
AMG, gdzie przeprowadzano liz´ w nast´pujàcych warun-
kach: 37°C - 60min., 99°C - 15min. Nast´pnie do komórek
poddanych lizie dodawano mieszanin´ reakcyjnà Nested Mul-
tiplex PCR. Ca∏kowita obj´toÊç mieszaniny wynosi∏a 25μl,
w jej sk∏ad wchodzi∏o: 100μg wyizolowanego DNA, cztery pa-
ry primerów nested po 20 pmoli ka˝dy, 0,2mM dNTPs (Sym-
bios), 2 U DyNAzyme II DNA Polymerase (Finnzymes),
2,5μl buforu do PCR (Finnzymes) i 9μl H2O. Amplifikacj´
DNA wykonywano w termocyklerze TRIO-Thermoblock fir-
my Biometra w nast´pujàcych warunkach: denaturacja wst´p-
na – 300sek. w 95°C; 30 cykli amplifikacji: 50sek. w 94°C,
60sek. w 48°C, 60sek. w 72°C oraz wyd∏u˝anie koƒcowe-
300sek. w 72°C. Wyniki reakcji Nested Multiplex PCR spraw-
dzano wykonujàc elektroforez´ w 2% ˝elu agarozowym.
Produkty powy˝szej reakcji pos∏u˝y∏y jako matryca do ko-
lejnej – ASA PCR. W zale˝noÊci od badanej mutacji zastoso-
wano odpowiednie zestawy primerów. (Tabela II). 
W sk∏ad mieszaniny reakcyjnej wchodzi∏o: 0,5ng/1ng ma-
trycy DNA, trzy primery (zale˝nie od badanej mutacji) po 20
pmoli ka˝dy, 0,2mM dNTPs, 1 U polimerazy (Finnzymes),
2,5μl buforu do PCR i 15,5μl H2O. 
Warunki prowadzenia reakcji: denaturacja wst´pna – 300
sek. w 95°C, 32 cykle amplifikacji: 50 sek. w 94°C, 45 sek.
w 49°C, 60 sek. w 72°C oraz wyd∏u˝anie koƒcowe – 300 sek.
w 72°C. Wyniki reakcji ASA PCR sprawdzano przeprowadza-
jàc rozdzia∏ elektroforetyczny w 10% ˝elu poliakrylamidowym
w warunkach niedenaturujàcych, pod napi´ciem 500 V przez
40 minut w zestawie do elektroforezy p∏ytowej pionowym
(Medium, Kucharczyk). Aparat do efektywnej analizy zró˝ni-
cowania genetycznego (DNA Pointer System, Kucharczyk)
ustawiono na 17°C. Barwienie ˝elu poliakrylamidowego prze-
prowadzono metodà srebrowà.
Celem weryfikacji metody ASA PCR zastosowano meto-
d´ SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) - poli-
morfizm konformacyjny jednoniciowych fragmentów DNA.
Przeprowadzajàc reakcj´ SSCP pos∏u˝ono si´ produktami re-
akcji Nested Mutiplex PCR jako matrycà DNA. Podczas am-
plifikacji u˝yto tylko primerów okalajàcych, u˝ywanych pod-
czas reakcji ASA PCR, dzi´ki czemu pozyskiwano fragmenty
jednakowej d∏ugoÊci. (Tabela III). W sk∏ad mieszaniny reak-
cyjnej wchodzi∏o: 0,075μg matrycy DNA, dwa primery(zale˝-
nie od badanej mutacji) po 20pmoli ka˝dy, 0,2mM dNTPs, 1
U polimerazy (Finnzymes), 2,5μl buforu do PCR
i 16,5μl H2O. Warunki prowadzenia reakcji: denaturacja
wst´pna - 300 sek. w 95°C, 28 cykli amplifikacji: 50 sek.
w 94°C, 30 sek. w 49°C, 60 sek. w 72°C oraz wyd∏u˝anie koƒ-
cowe – 300 sek. w 72°C. Wyniki reakcji sprawdzano przepro-
wadzajàc rozdzia∏ elektroforetyczny w 10% ˝elu poliakrylami-
dowym w warunkach niedenaturujàcych, pod napi´ciem
550V przez 1 godzin .´ Aparat do efektywnej analizy zró˝nico-
wania genetycznego ustawiono na 17°C. Barwienie ˝elu prze-
prowadzono metodà srebrowà.
Wyniki
Przeprowadzone w ramach pracy badania pozwoli∏y skon-
struowaç test diagnostyczny na obecnoÊç mutacji delF508,
R117H, G542X, R553X i dele2,3 (u homozygot). Skonstru-
owany test mo˝na modyfikowaç w zale˝noÊci od potrzeb; po-
przez odejmowanie bàdê dodawanie pary primerów zaprojek-
towanych specyficznie do wybranych mutacji CFTR. Efektem
przeprowadzenia analizy ASA PCR na obecnoÊç mutacji
w genie CFTR w grupie 60 pojedynczych komórek – blasto-
merów by∏o wykrycie mutacji delF508 (3 komórki – 5%),
G542X (2 komórki – 3,33%) i R553X (1 komórka – 1,67%). 
Fotografia 1 przedstawia przyk∏adowe zdj´cie ˝elu polia-
krylamidowego po wykonaniu analizy ASA PCR pod kàtem
mutacji delF508 dla 13 blastomerów. Analiza SSCP dla muta-
cji delF508, R117H, G542X i R553X potwierdzi∏a wyniki re-
akcji ASA PCR. Ze wzgl´du na bliskoÊç mutacji G542X oraz
R553X (dzieli je odleg∏oÊç 32 nukleotydów) u˝yto dla nich tej
samej pary primerów, a obie mutacje by∏y poszukiwane jedno-
czeÊnie. Bioràc pod uwag´ specyfik´ mutacji dele2,3 nie by∏a
ona weryfikowana analizà SSCP. 
Fotografia 2 przedstawia przyk∏adowe zdj´cie ˝elu polia-
krylamidowego po analizie SSCP pod kàtem mutacji
G542X i R553X dla 13 blastomerów. Cz´stoÊç wyst´powania
poszczególnych mutacji w genie CFTR w przebadanych bla-
stomerach obrazuje rycina 1.
Dyskusja
Mukowiscydoza jest pierwszà chorobà monogenowà dzie-
dziczonà autosomalnie, w przypadku której zastosowano dia-
gnostyk´ preimplantacyjnà [10]. Udoskonalenie badaƒ na nie-
wielkiej iloÊci materia∏u genetycznego, jaki jest w pojedynczej
komórce mo˝liwe by∏o dzi´ki wprowadzeniu reakcji Nested
PCR [11]. Stosowana jest ona do syntezy bardziej wiernego
produktu i uzyskania wystarczajàcej iloÊci DNA do dalszych
badaƒ. W niniejszej pracy podczas ustalania warunków reak-
cji Nested PCR, w której równoczeÊnie stosowano cztery pri-
mery (Multiplex PCR), w pierwszej kolejnoÊci kierowano si´
temperaturà przy∏àczania primerów. 
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Tabela I. Syntetyczne primery.
Tabela II. Zestawy primerów stosowane w reakcji ASA PCR. Tabela III. Zestawy primerów stosowane w reakcji SSCP.
W celu zwi´kszenia wydajnoÊci procesu amplifikacji prze-
prowadzano reakcj´ przy u˝yciu dwóch jednostek polimerazy.
Po optymalizacji reakcji Nested Multiplex PCR zaniechano
wykonywania elektroforezy agarozowej po tym etapie, a ca-
∏oÊç uzyskiwanej matrycy wykorzystywano w nast´pnym eta-
pie (ASA PCR), bàdê jego weryfikacji (analiza SSCP). 
Skonstruowany test jest testem otwartym, pozwala na ana-
lizowanie wybranych mutacji w zale˝noÊci od potrzeb badanej
populacji. Mutacje w genie CFTR wykazujà bowiem du˝à
ró˝norodnoÊç w populacjach na ca∏ym Êwiecie [12]. Doboru
mutacji w niniejszej pracy dokonano na podstawie licznych
publikacji dotyczàcych cz´stoÊci wyst´powania mutacji genu
CFTR w Polsce [13, 14, 6, 15, 16, 17]. 
OkreÊlona w pracy cz´stoÊç wyst´powania badanych mu-
tacji w blastomerach odbiega∏a od cz´stoÊci ich wyst´powania
w populacji polskiej. Rozbie˝noÊç ta mog∏a jednak wynikaç
z niewielkiej iloÊci wykonanych badaƒ. 
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Fotografia 1. Analiza ASA PCR pod katem mutacji delF508:
W Wzorzec wielkoÊci DNA pUC19/Msp I
K(-) K(-) mutacji delF508 (3 primery: delF508 F, delF508 M i delF508 R)
K(+)2 K(+) mutacji delF508 (2 primery: delF508 M i delF508 R)
K(+)3 K(+) mutacji delF508 (3 primery: delF508 F, delF508 M i delF508 R)
5, 7 – wykryta mutacja delF508
Fotografia 2. Analiza SSCP pod katem mutacji G542X i R553X:
W Wzorzec wielkoÊci DNA pUC19/Msp I
K(-) K(-) mutacji G542X/R553X (2 primery: G542X/R553X F i G542X/R553X R)
1K(+) K(+) mutacji G542X (2 primery: G542X/R553X F i G542X/R553X R)
2K(+) K(+) mutacji R553X (2 primery: G542X/R553X F i G542X/R553X R)
12 – potwierdzona mutacja R553X
Rycina 1. Cz´stoÊç wyst´powania mutacji delF508, R117H, G542X,
R553X i dele2,3 w genie CFTR w grupie pojedynczych komórek
blastomerów.
Autorzy niniejszej pracy sà Êwiadomi ograniczeƒ w zasto-
sowaniu klinicznym skonstruowanego testu, zwiàzanych ze
stosunkowo niewielkà iloÊcià wykrywanych nim mutacji. Test
ten skierowany jest do wybranych par, u których mutacja jest
znana. Wi´kszoÊç opisanych w literaturze metod preimplanta-
cyjnej diagnostyki mukowiscydozy opiera si ,´ podobnie jak
w niniejszej pracy, na zaprojektowaniu protoko∏ów dla najcz´-
Êciej wyst´pujàcych mutacji w genie CFTR [18, 19, 20, 21].
WÊród najnowszych doniesieƒ na uwag´ zas∏uguje stoso-
wanie w preimplantacyjnej diagnostyce mukowiscydozy pro-
toko∏ów diagnostycznych analizujàcych jednoczeÊnie ponad
30 mutacji w genie CFTR, najcz´Êciej wyst´pujàcych w Euro-
pie Po∏udniowej [22]. Ze wzgl´du na du˝à heterogennoÊç mu-
tacji w genie CFTR w ostatnich latach zacz´to uzupe∏niaç
identyfikacj´ poszczególnych mutacji o analiz´ wysoce poli-
morficznych markerów otaczajàcych gen CFTR [23] lub 
wewnàtrzgenowych [24]. 
Moutou i wsp. zaproponowali u˝ycie dwóch polimorficz-
nych wewnàtrzgenowych markerów (IVS8CA i IVS17bCA)
w po∏àczeniu z identyfikacjà mutacji deltaF508. Goossens
i wsp. zastosowali dodatkowo wewnàtrzgenowy marker
IVS17bTA oraz cztery polimorficzne markery otaczajàce gen
(D7S490, D7S486, D7S480 oraz D7S523) [25]. Takie podej-
Êcie pozwala na zaproponowanie preimplantacyjnej diagno-
styki mukowiscydozy parom, u których wyst´pujàce mutacje
sà nieznane lub bardzo rzadkie. Metody te b´dà tematem za-
interesownia w kolejnych pracach naszego zespo∏u.
Wed∏ug wiedzy autorów niniejsza praca jest pierwszà
w Polsce, publikujàcà wyniki wykrywania mutacji w genie
CFTR w pojedynczych komórkach.
Wnioski
1. Opracowano test diagnostyczny dla mutacji delF508,
R117H, G542X, R553X i dele2,3 (tylko dla homozygot)
w genie CFTR, który mo˝na zastosowaç do badania poje-
dynczych komórek.
2. Skonstruowany test jest testem otwartym – mo˝na w nim
odejmowaç, bàdê dodawaç pary primerów zaprojektowa-
nych specyficznie do wybranych mutacji genu CFTR.
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